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Actividad antibacteriana de
Caesalpinia spinosa (tara)

sobre Porphyromonas
gingivalis

Antibacterial activity of Caesalpinia spinosa (tfara) on Porphyromonas
gingivalis

Resumen
Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro de cinco concentraciones (6,25; 12,5; 25; 50 y 75
mg/mL) del extracto alcohélico de la Caesalpinia spinosa “tara” (EACS) sobre Porphyromonas gingivalis.
Materiales y método: El estudio es de tipo experimental, prospectivo, comparativo e in vitro, y se llevd a
cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la UNMSM. Se usé el
método de difusién en placa para enfrentarlas a las soluciones del extracto alcohélico de Caesalpinia
spinosa 'y compararlas con el control positivo Clorhexidina 0,12% y control negativo Alcohol 96°.
Resultados: Se determiné que la concentracién del extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa tiene efecto
antibacteriano sobre Porphyromonas gingivalis, aunque el aumento de la concentracion no guarda una relacién
proporcional con el aumento de didmetro del halo de inhibicién. El andlisis estadistico mediante la prucba de
Kruskall- Wallis determiné que no existen diferencias significativas entre las diferentes concentraciones del
EACS y mediante la prueba de Mann - Whitney se determiné que tampoco existen diferencias  significativas
entre el EACS y el contwol positivo Clorhexidina 0,12% y el control negativo Alcohol 96°.
ha evidenciado el gingivalis.
Caesalpinia  spinosa, ~Actividad antibacteriana, Test de difusién en placa, Porphyromonas

Conclusiones:  Se efecto antibacteriano  sobre  Porphyr
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gingivalis.

Abstract

Objective: Determine the antibacterial activity in vitro of five concentrations (6.25, 12.5, 25, 50 and 75
mg / mL) of the alcoholic extract of Caesalpinia spinosa “tara” (EACS) on Porphyromonas gingivalis.
Materials and method: The study is experimental, prospective, comparative in vitro and kind, was
carried out in the Laboratory of Microbiology, Faculty of Dentistry, San Marcos. Diffusion method was
used in plate solutions to confront the alcoholic extract of Caesalpinia spinosa and compared with the
positive control chlorhexidine 0.12% and Alcohol 96 © negative control. Results: It was found that the
concen-tration of the alcoholic extract of Caesalpinia spinosa has antibacterial effect on Porphyromonas
gingivalis, although the increased concentration bears no proportion to the increased diameter of the
inhibition zone. Statistical analysis using the Kruskal-Wallis test found no significant differences between
different concentrations of EACS and by the Mann - Whitney determined that there are no significant
differences between the EACS and the positive control chlorhexidine 0.12% and control Alcohol 96 °
negative. Conclusions: We have demonstrated the antibacterial effect on Porphyromonas gingivalis.
Keywords: Caesalpinia spinosa, Antibacterial activity, Disk diffusion test, Porphyromonas gingivalis.
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Introduccion

Desde tiempos remotos, la poblacién
del mundo ha recurrido a las plantas
con la finalidad de curar o aliviar algu-
na dolencia, transmitiéndose sus bene-
ficios de generacién en generacién sin
conocer la accién de sus principios acti-
vos. En el Pert se han realizado estudios
experimentales de diferentes plantas
medicinales, entre ellas la Caesalpinia
spinosa (C. spinosa) “tara’, llegando a la
conclusién de algunas propiedades de

sus componentes, entre ellas ser anti-
bacteriana, antihemorrdgica, analgési-
ca, antiinflamatoria, etc.

El uso de plantas medicinales se man-
tiene en vigencia a través de los afios,
teniendo, en los dltimos afos, un rol
importante como fuente de medica-
mentos en zonas rurales.’

De acuerdo a la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), una planta medi-

cinal es definida como cualquier espe-

cie vegetal que contenga sustancias que
puedan ser empleadas con propdsitos
terapéuticos y cuyos principios activos
puedan servir de precursores en la sinte-
sis de nuevos fdrmacos.* Dichas plantas
presentan una propiedad curativa en
virtud a los metabolitos que elaboran,
y para que estas mos proporcionen los
efectos deseados se debe ingerir sus
principios activos, es decir, aquellos
componentes que contengan un deter-
minado poder curativo.?
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El uso empirico de la tara para el tra-
tamiento de afecciones de las vias res-
piratorias nos permite inferir que esta
planta presenta propiedades antibacte-
rianas sobre los microorganismos que
la causen, lo que constituird un recurso
alternativo.*

El Perti es el pais que tiene mayor drea
de bosques de tara, con el 80 % de la
produccién mundial. Se encuentra en
los valles interandinos secos entre 1000
y 3100 msnm, siendo los departamen-
tos de mayor produccién Cajamarca

(41 %), Ayacucho (16 %).

Porphyromonas gingivalis (P gingivalis)
es un importante miembro de la micro-
biota periodontal,*” involucrado tanto
en la progresién de la periodontitis,
como en los procesos de destruccion
de hueso y tejido blando.?'* También,
puede producir severas infecciones ex-
traorales, incluyendo mediastinales,
de planos faciales, cerebro y abscesos
pulmonares,” enfermedades cardia-
cas,'® parto prematuro y bajo peso al
nacer.'>?

En investigaciones realizadas “in vitro”
con extracto de C. spinosa “tara” se ha
demostrado que tiene actividad anti-
bacteriana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aerugino-
sa, Klebsiella sp. y Shiguella flexnerii y
otras realizadas “iz vivo” ha demostrado
su actividad antiinflamatoria.'?

Liu'® realizé estudios de actividad an-
tibacteriana iz vitro de los extractos de
las vainas y semillas de C. spinosa utili-
zando cepas Gram positivas (Staphylo-
coccus aureus y Bacillus subtilis) y Gram
negativas (Escherichia coli, Klebselia sp.
y Shigella flexneri) mediante técnica de
difusién con disco. Los extractos fueron
preparados usando como solvente alco-
hol-acetona (1:1). Se observé actividad
inhibitoria sobre cepas Gram positivas
para el extracto de la vaina de tara, mas
no para el de la semilla.

En estudios realizadas por De La Cruz"
se determind el efecto del extracto hi-
droalcohélico de C. spinosa (Molina)
Kuntze “tara” sobre la viabilidad de
Streprococcus f hemolitico. Encontrdn-
dose que la actividad antibacteriana del
extracto de C. spinosa frente a Strepto-
coccus f hemolitico aumenta a medida
que se eleva (25 % a 100 %) la concen-
tracién del extracto.

La P gingivalis es una bacteria de rele-
vancia en las enfermedades periodon-
tales, la cual ha sido enfrentada con

otros productos naturales obteniendo
resultados prometedores'®. Esto motivé
a realizar el presente trabajo para cono-
cer el efecto antibacteriano del extracto
de C. spinosa “tara” sobre P gingivalis, a
fin de proporcionar una alternativa en
el tratamiento de infecciones periodon-
tales, que complemente el tratamiento
odontolégico, sabiendo que estos son
econémicos y estdn al alcance de los
que tienen menos recursos.

Materiales y método

Para la realizacién del estudio, se usé la
cepa ATCC 33277 de P gingivalis pre-
viamente identificadas por los laborato-

rios MICROBIOLOGIC.

La preparacién de las cinco concentra-
ciones se realiz en la Facultad de Far-
macia y Bioquimica de la UNMSM,
CENPROFARMA. Se us6 vainas de
C. spinosa (tara) limpiadas y desinfec-
tadas con cloro al 1 % y colocadas en
un cuarto de secado por 48 horas, lue-
go se procedid a separar las semillas de
las vainas colocdndolas en un mortero
para su pulverizado, se pesé 50 gr. de
polvo de las vainas y se colocd en un
frasco de vidrio de color dmbar y se le
agregd 200 ml de alcohol 70°, dejin-
dose macerar por 1 semana, agitindolo
todos los dfas. Al 4° dia se agregd 100
ml mds de alcohol y se siguié agitando
hasta completar la semana. El produc-
to fue filtrado 3 veces, con papel filtro
Whatmann N° 41, Ne 2 y Ne 1, obte-
niéndose un extracto purificado. Luego
se colocd en un frasco de vidrio de color
dmbar y fue secado por liofilizacién. A
partir de esta masa de extracto de C. spi-
nosa “tara’ se prepararon concentracio-
nes de 6,255 12,5;25; 50 y 75 mg/ml,
las cuales fueron guardadas en frascos
de color dmbar estériles y conservadas
en refrigeracion.

Una vez adquirida las cepas puras, estas
fueron reactivadas en una placa de agar
Schadler suplementado con sangre de
cordero al 5 % para microorganismos
anaerobios. Este paso se realizé en un
tiempo no mayor de 5 minutos. Luego
se colocd en una jarra de anaerobiosis
para ser incubado por 7 a 10 dias. (Fi-
gura 1). Una vez reactivada la cepa, se
diluyé en un tubo de ensayo con 2 ml
de agua bidestilada hasta obtener una
turbidez de Mac Farland de 0,5. Se pre-
pararon las soluciones experimentales y
los controles.

El test de sensibilidad se llevé por me-
dio de la prueba de difusién en agar
para lo cual se utilizé el medio de agar
Schadler suplementado con sangre de
cordero al 5%, que se sembré por dise-
minacién con un hisopo estéril (el cual
se realiz6 de manera uniforme sobre la
placa). Luego se colocaron los discos de
papel, ya embebidos con las diluciones
del extracto, en las placas de agar .La
siembra de las soluciones se realizé por
quintuplicado. Se realizé el transporte
inmediato de las placas hacia la jarra de
anaerobiosis (con sobres de anaerobio-
sis) esperando la formacién de halo de
inhibicién (Figura 2) alrededor de los
discos en el agar, incubando en condi-
ciones a 37 °C por siete dias.

Fig. 2. Test de difusién en placa, obsérvese los
halos de inhibicién.

Para el andlisis del efecto antibacteriano
de las soluciones de C. spinosa frente a
P gingivalis se considerd en funcién al
didmetro de los halos de inhibicién del
crecimiento del microorganismo: nula
(-) si fue inferior o igual a 8 mm; sen-
sibilidad limite (sensible +) de 9 a 14
mm; media ( sensible ++) de 15 a 19
mm y sumamente sensible (S.S. +++) si
fue igual o superior a 20 mm. (Segtin
aromatograma de Duraffourd)."”
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Resultados

Los resultados mostraron que el ex-
tracto alcohdlico de C.spinosa tiene
actividad antibacteriana iz vitro sobre
P gingivalis, siendo la media de los
didmetros de los halos de inhibicién
13,50; 10,00; 12,505 12,50 y 7,00 co-
rrespondiendo el mayor promedio para
la concentracién de 12,5 mg/ml y la
menor concentracién para la de 75 mg/
ml (Figura 3).

En la Figura 3 se puede apreciar que
el efecto antibacteriano de C. Spinosa
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sobre P gingivalis no es directamente
proporcional a su concentracién. El
andlisis estadistico mediante la prueba
de Kruskall- Wallis indicé que no exis-
ten diferencias significativas (p » 0,05)
entre las diferentes concentraciones
de C. spinosa y al realizar el andlisis de
los resultados del grupo experimental
(extractos de C. spinosa) y el grupo
control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determind que no existe
una diferencia estadisticamente signi-
ficativa (p > 0,05).

En la Tabla N° 1 se muestra la activi-
dad antibacteriana del extracto de C.
spinosa sobre Porphyromonas gingivalis,
donde se observa que los halos de in-
hibicién del crecimiento bacteriano se
encuentran en mayor cantidad en el
rango de sensibilidad limite (8-14mm)
que corresponden a la formacién de 11
halos (tres halos corresponden a la con-
centracién de 12,5 % y cuatro halos al
control positivo) y que la concentracion
de 12,5 % nunca estuvo en el rango de
sensibilidad nula (« 8mm) (segtin el aro-
matograma de Duraffourd).

Promedio

CONCENTRACION
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Fig. 3. Efecto antibacteriano de las concentraciones de Caesalpinia spinosa sobre P. gingivalis.

Tabla 1. Concentraciones en mg/ml de la C. spinosa sobre P gingivalis

Rango de sensibilidad

Nula: <8mm

Limite: 8-14mm
Media:15-19mm

Sumamente sensible :220mm
Total

Concentraciones del extracto
alcoholico de c. spinosa

75 50 25 12,5
n % n % n % n %
250 125 125 000
250 250 250 375
000 000 125 000
000 150 000 125
4100 4100 4100 4100

Clorhexidina  Alcohol

0,12 % 96 %
6,25
n % n % n %
125 000 4100
250 4100 000
000 000 000
125 000 000
4100 4100 4100

Discusion

La C. spinosa “tara’ posee dentro de su
composicién quimica taninos, flavo-
noides, péptidos, compuestos fenélicos,
lo que se evidencia en el trabajo realiza-
do por Lépez,'® el cual hizo un estudio
de las propiedades antimicrobianas de
la tara de diversas regiones del Perd, en-
contrando que la accién antimicrobiana
de la tara varia por su procedencia pero
que los taninos, flavonoides y péptidos
tenfan la propiedad antimicrobiana.

En trabajos realizados por Lannacone"
y Ananca' utilizaron para sus investiga-
ciones extractos acuosos de C. spinosa.
Lannacone!® lo us6 a una concentracién
del 20 % sobre Sitophilus zeamais Moyts-
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chulsky y Stegobium panicewm no encon-
trando efecto significativo y Ananca lo
usé a concentraciones de 17.,5; 16,25;
15; 13,75; 12,5; 11,25; 10; 8,75 y 6,25
pg/ml, en cepas de Staphylococcus aureusy
Streptococcus  pyogenes  determinando
actividad antibacteriana iz vitro. Para
este trabajo se usé extracto alcohdlico de
C. spinosa a concentraciones de 75 %; 50
% , 25 %; 12,5 %; 6,25 % tal como lo
usara Huarino,® quien en su estudio
demostré la actividad antibacteriana de
C. spinosa a las mismas concentraciones
de este trabajo, demostrando actividad
antibacteriana sobre flora salival mixta.
Escobar? utilizd extracto alcohdlico de
C.spinosa  sobre  Corynebacteium  di-
phtheriae  usando  in6culos  estandariza-
dos con el Nefelémetro de Mac Farland

Ne 0,5 encontrando didmetros de inhi-
bicién que varian de 34,11 a 43,55 y
que a mayor concentracién aumenta el
didmetro de halo de inhibicién. El pre-
sente estudio se llevd a cabo sobre cepas
de P gingivalis, principal patégeno en la
periodontitis. Se utilizé la cepa ATCC
33277, tal como lo usara Ramos,!® el
cual investigé la actividad antibacte-
riana, in vitro, del extracto de Erythro-
xylum coca, sobre la cepa ATCC de P
gingivalis, mediante el test de difusién
en agar. Los resultados indicaron que
el extracto de Erythroxylum coca tiene
sensibilidad limite para la mdxima con-
centracién del extracto (100 %), el cual
genera halos de inhibicién entre 8 y 14
mm. Para el enfrentamiento se usé el
test de difusién con disco, encontran-
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do la presencia de halos de inhibicién
en las cinco concentraciones, los cuales
superan al control negativo (alcohol).
Esta técnica fue usada por Liu" encon-
trando actividad inhibitoria sobre cepas
Gram positivas. Escobar,” utilizando
esta misma técnica, demostré que a
mayor concentracion se obtiene mayor
halo de inhibicién sobre Corynebacte-
rium diphtheriae. De la misma manera,
Huarino?® demostré mediante esta mis-
ma técnica que el efecto antibacteriano
de C. spinosa sobre flora salival mixta es
directamente proporcional a su concen-
tracién.

Este trabajo de investigacién permite
un alcance preliminar al determinar
in vitro que el extracto de C. spinosa
tiene actividad antibacteriana sobre P
gingivalis, evaluado mediante el test de
difusién en agar con discos. El efecto
antibacteriano del extracto alcanzé un
rango de actividad entre 8 y 25 mm
sobre P gingivalis. La mayor actividad
se da con la concentracién de 12,5 %
y la menor actividad con la de 75 %;
sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas. Se demostré que cada una
de las concentraciones del extracto tie-
ne actividad antibacteriana, aunque no
existe diferencia significativa entre ellas.
Los valores de los halos de inhibicién
no guardan una relacién proporcional
con las concentraciones del extracto. Se
observé que el control positivo (Clor-
hexidina 0,12 %) presenta actividad
antibacteriana sobre P gingivalis. Los
resultados obtenidos demuestran su
actividad antibacteriana con formacién
de halos de inhibicién que varian entre
8 y 9 mm y una media de 8,25 mm.

Conclusiones

1. La concentracién del extracto alco-
hélico de C. spinosa (6,25 mg/ml; 12,5
mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/mly 75 mg/
ml 6,25 mg/ml a 75 mg/ml) tiene efec-
to antibacteriano sobre Porphyromonas
gingivalis, aunque el aumento de la
concentracién no guarda una relacién
proporcional con el aumento de didme-
tro del halo de inhibicién. La concen-
tracién de 12,5 mg/ml mostré mejor
sensibilidad antibacteriana que el con-
trol positivo (Clorhexidina al 0,12%)
colutorio de eleccién en el apoyo del
tratamiento de procesos periodontales.
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